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Abstract
Introduction: The control of tuberculosis (TB) requires methods for rapid detection and tracing sources of infection, so that
further transmission can be arrested. Recent developments in molecular biology have resulted in techniques that allow
prompt identification and tracking specific strains of M. tuberculosis as they spread through the population. Most of these
techniques take advantage of M. tuberculosis DNA polymorphism and are based on various repetitive DNA elements as
genetic markers. Each method yields strain-specific genetic profiles (fingerprints). Strains showing identical fingerprints are
referred to as clustered and are usually associated with recent transmission, whereas strains whose fingerprints are unique
are presumed to represent remote transmission, a reactivation of infection acquired in the distant past.
Material and methods: In recent years, spoligotyping has become one of the most widely used genotyping method for
epidemiological studies of TB. Spoligotyping is a PCR-based method allowing to analyze strain-dependent polymorphisms
observed in spacer sequences present within the direct repeat (DR) genomic region of M. tuberculosis complex strains.
Spoligotyping provides some important advantages over other genotyping techniques. These are simplicity, rapidity, high
reproducibility and stability of the results, with the latter being expressed in a simple digital pattern, readily named and
databased, and the ability to perform spoligotyping directly on clinical samples, without the need for prior culture. However,
spoligotyping has relatively low discriminatory capacity, which makes it necessary to use secondary fingerprinting methods
to prove clonality between isolates.
Results: The aim of this study was to evaluate the usefulness of spoligotyping in epidemiological investigations of TB by
analyzing 16 isoniazid-resistant M. tuberculosis strains isolated from patients with pulmonary TB in the central region of
Poland.
A total of 11 distinct spoligopatterns were obtained. 9 isolates were represented by a unique pattern, whereas 7 were
clustered in 2 groups of 5 and 2 isolates, respectively. When compared with an international spoligodatabase SpolDB4, 13
isolates shared already described spoligotypes, whereas 3 did not match any existing spoligopattern in database and were
defined as orphans.
Spoligotyping overestimated the number of clustered isolates in one of its two clusters when compared to IS6110 Mtb1/
/Mtb2 PCR. Strains clustered using the latter method were assumed to be closely epidemiologically related.
Conclusion: This report demonstrates the utility of spoligotyping as an initial screening technique, to be supplemented by
another typing method of greater discriminatory power, such as the IS6110 Mtb1/Mtb2 PCR in order to better recognize the
epidemiological links between TB patients.
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Streszczenie
Wstęp: Obserwowany w ostatnich latach intensywny rozwój nowoczesnych metod biologii molekularnej umożliwił ich
zastosowanie do badań w epidemiologicznych dochodzeniach gruźlicy. Techniki te polegają na wykrywaniu w genomie
prątków sekwencji insercyjnych lub powtórzonych sekwencji DNA, których liczba i zmienność genetyczna stanowią marker
identyfikacyjny. Każda z metod wykorzystujących właściwości jednego lub kilku markerów genetycznych prowadzi do
uzyskania charakterystycznego dla danego szczepu wzoru genetycznego — fingerprint. Szczepy prątków gruźlicy, których
wzory typowania genetycznego są identyczne lub bardzo do siebie podobne, są grupowane (clustering) i mogą mieć wspólne
źródło pochodzenia. Szczepy takie uznaje się jako transmitowane między ludźmi, podczas gdy szczepy o różnych wzorach
wykazują odmienne źródło transmisji, mogą również pochodzić z reaktywacji dużo wcześniejszego zakażenia.
Materiał i metody: W ostatnich latach metoda spoligotyping stała się jedną z powszechnie stosowanych metod genetycz-
nych w gruźlicy. Metoda ta oparta na PCR wykorzystuje polimorfizm chromosomalnego regionu DR występującego
u prątków należących do M. tuberculosis complex. Jest to metoda szybka, łatwa w wykonaniu i wydajna. Cechuje ją wysoka
powtarzalność wyników. Może być stosowana do wykrywania i identyfikacji M. tuberculosis complex bezpośrednio
w materiale klinicznym z pominięciem hodowli. Ponieważ jednak metoda ma pewne ograniczenia, szczepy posiadające te
same spoligotypy muszą być dalej różnicowane inną metodą molekularną.
Wyniki: Badania przeprowadzone przez autorów pracy dotyczyły szczepów prątków gruźlicy opornych na izoniazyd, które
wyizolowano od 16 chorych z centralnego regionu Polski. Otrzymano 11 różnych wzorów spoligo, w tym 9 szczepów
posiadało unikalne (niepodobne do siebie) wzory, natomiast 7 należało do dwóch rodzin molekularnych. Otrzymane wzory
sprawdzano w międzynarodowej bazie opisanych wzorów molekularnych SpolDB4. Szczepy od 13 chorych posiadały swoje
wzorce w bazie, natomiast 3 szczepy zdefiniowano jako sieroce (orphans), to znaczy niezgłoszone jeszcze do bazy. Zastoso-
wanie metody IS6110 Mtb1/Mtb2 PCR pozwoliło na zróżnicowanie szczepów posiadających takie same wzory spoligo.
Wnioski: Praca potwierdza przydatność metody spoligotyping jako metody przesiewowej w dochodzeniach epidemiologicz-
nych w gruźlicy. Ze względu na ograniczoną zdolność różnicowania, szczepy o tym samym spoligotypie muszą być poddane
dodatkowej analizie metodą IS6110 Mtb1/Mtb2 PCR.
Słowa kluczowe: spoligotyping, epidemiologia molekularna, Mycobacterium tuberculosis, gruźlica, oporność na INH
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Wstęp
W epidemiologii gruźlicy wykorzystuje się
wiele dyscyplin medycyny, takich jak: medycyna
kliniczna, patologia, mikrobiologia, statystyka me-
dyczna, biochemia i genetyka. Obserwowany w ostat-
nich latach intensywny rozwój nowoczesnych
technik biologii molekularnej pozwolił zastosować
je także do badań nad epidemiologią gruźlicy.
Techniki te polegają na wykrywaniu w genomie
prątków sekwencji insercyjnych lub określonych
genów. Genotypowanie (typowanie genetyczne)
prowadzi do ustalenia indywidualnych profilów
genetycznych (fingerprints) dla badanych szcze-
pów Mycobacterium tuberculosis, dzięki czemu
możliwe jest określanie pokrewieństwa między
nimi. Ma to kluczowe znaczenie w ustaleniach
dochodzeń epidemiologicznych w gruźlicy. Wyko-
rzystując metody typowania genetycznego, iden-
tyfikuje się ogniska transmisji choroby w różnych
skupiskach ludzkich [1, 2], wykrywa laboratoryj-
ne zakażenia krzyżowe [3] i odróżnia reinfekcję en-
dogenną od egzogennej [4]. Dzięki standaryzacji
stosowanych metod możliwe jest porównywanie
wzorów genetycznych szczepów izolowanych na
całym świecie i śledzenie w ten sposób ich global-
nego rozprzestrzeniania. Wiedza, jaką dostarcza
molekularna epidemiologia gruźlicy uzupełniona
o szczegółowy wywiad środowiskowy i badanie
podmiotowe, pozwala na zdefiniowanie grup ry-
zyka, czynników sprzyjających i ułatwiających
transmisję, a także weryfikację dotychczasowych
i wdrożenie nowych strategii wykrywania i zwal-
czania źródeł zakażenia, tak ważnych w całokształ-
cie działalności profilaktyczno-leczniczej gruźlicy.
Wśród metod molekularnych wykorzystywa-
nych w epidemiologii gruźlicy, szeroko stosowaną
jest analiza polimorfizmu długości fragmentów
restrykcyjnych (RFLP, restriction fragment length
polymorphism) zawierających sekwencję inser-
cyjną IS6110. Występująca w różnej liczbie kopii
i mająca różną lokację w genomie prątków, stoso-
wana jest jako specyficzny znacznik (marker) ge-
netyczny i sonda w oznaczeniu RFLP. Otrzyma-
ne profile restrykcyjne wykorzystuje się dla różni-
cowania szczepów M. tuberculosis complex.
W typowaniu genetycznym do licznej grupy
należą metody oparte na amplifikacji kwasów nu-
kleinowych. Polegają one na powieleniu in vitro
fragmentów DNA lub RNA, analizie swoistego pro-
duktu (amplikonu) poprzez rozdział elektrofore-
tyczny lub hybrydyzację Dot blot. Spośród tych
metod na szczególną uwagę zasługuje metoda spo-
ligotyping, która obok IS6110 RFLP należy do naj-
częściej stosowanych w molekularnych badaniach
epidemiologicznych gruźlicy [5]. Metoda spoligo-
typing (spacer oligonucleotide typing) wykorzystu-
je polimorfizm chromosomalnego regionu DR (Di-
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rect Repeat), występującego u prątków należących
do M. tuberculosis complex. Region ten, po raz
pierwszy opisany przez Hermansa i wsp. w szcze-
pie M. bovis BCG P3 [6], tworzy zmienna liczba pro-
stych sekwencji powtórzonych DR (direct repeat),
każda długości 36 p. z., między którymi występują
krótkie (35–41 p. z.), unikalne sekwencje rozdzie-
lające (spacers). W wielu szczepach M. tuberculo-
sis w regionie DR zlokalizowana jest jedna lub
więcej sekwencji IS6110 (ryc. 1).
Liczba i pozycja sekwencji rozdzielających
w regionie DR stanowi kryterium różnicowania
szczepów. Do wykrywania sekwencji rozdzielają-
cych wykorzystuje się syntetyczne sondy oligonu-
kleotydowe, będące komplementarnymi wobec 43
poznanych, zsekwencjonowanych fragmentów roz-
dzielających zidentyfikowanych w szczepach
M. tuberculosis H37Rv oraz M. bovis BCG [7].
W przebiegu metody cały region DR poddaje
się amplifikacji za pomocą starterów (Dra, Drb)
o przeciwnej orientacji i komplementarnych w sto-
sunku do powtórzonych sekwencji DR. Produkty
PCR, o różnej wielkości i wyznakowane biotyną
(dzięki biotynylacji jednego ze starterów), zawie-
rają kopie wszystkich sekwencji rozdzielających.
Mieszaninę reakcyjną przenosi się za pomocą tak
zwanego miniblottera na nylonową membranę ze
związanymi kowalencyjnie syntetycznymi oligo-
nukleotydami i poddaje hybrydyzacji. Stosując
koniugat streptawidyny z peroksydazą, wykazują-
cy powinowactwo do biotyny, wynik hybrydyza-
cji uwidacznia się w reakcji chemiluminescencji
na kliszy rentgenowskiej w postaci autoradiogra-
mu. Stanowi on zapis wzorów genetycznych (spo-
ligotypów) charakterystycznych dla poszczegól-
nych szczepów (ryc. 2).
Celem pracy było zastosowanie metody spo-
ligotyping w badaniach pokrewieństwa genetycz-
nego szczepów M. tuberculosis, opornych na izo-
niazyd.
Materiał i metody
Materiał do badań stanowiło 16 szczepów
M. tuberculosis, opornych na izoniazyd (INH).
Szczepy pochodziły od 16 niespokrewnionych ze
sobą pacjentów (13 mężczyzn i 3 kobiet, w wieku
20–87 lat) z województwa mazowieckiego, u których
w 2004 roku rozpoznano klinicznie gruźlicę. Mate-
riały diagnostyczne, z których izolowano szczepy,
stanowiły: plwocina (13), popłuczyny oskrzelowe
(2) i wydzielina oskrzelowa (1). Jako szczepów wzor-
cowych użyto: M. tuberculosis H37Rv i M. bovis BCG.
Szczepy bakteryjne przechowywano w posta-
ci zawiesiny w buforze do zamrażania w tempera-
turze –70°C. Hodowle ożywiane na pożywce Löwen-
steina-Jensena (L.-J.) wykorzystywano do wszyst-
kich niezbędnych oznaczeń oraz izolacji DNA
chromosomalnego.
Przynależność do gatunku potwierdzano na-
stępującymi metodami: testem niacynowym, sondą
genetyczną AccuProbe (Bio-Merieux) i ProbeTec
(Becton-Dickinson) oraz metodą analizy składu
kwasów mykolowych w chromatografii HPLC
(chromatograf typu Varian) [8].
Testy lekowrażliwości wykonywano według
metody obowiązującej we wszystkich laboratoriach
prątka w Polsce [9].
Izolacja DNA
Prątki wyhodowane na pożywce L.-J. zawie-
szano w buforze Tris-EDTA, inaktywowano ter-
micznie (85°C, 20 min), a następnie poddawano
lizie z lizozymem i SDS — proteinazą K. Otrzy-
many lizat ekstrahowano roztworem CTAB-NaCl
i oczyszczano mieszaniną chloroform–alkohol
izoamylowy (24:1). Precypitację DNA prowadzo-
no w izopropanolu przez 30 min w temperaturze
–20°C. Następnie preparat wirowano (14 krpm,
15 min), osad przemywano 70-procentowym eta-
nolem, suszono i zawieszano w 20 ml wody.
Rycina 1. Organizacja locus DR w genomie M. tuberculosis H37Rv i M. bovis BCG P3
Figure 1. Structure of the DR locus in the genome of M. tuberculosis H37Rv and M. bovis BCG P3
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Oczyszczony w ten sposób DNA stosowano do
dalszych analiz [10].
Metoda spoligotyping
Analizę genetyczną szczepów M. tuberculosis
metodą spoligotyping przeprowadzono przy użyciu
komercyjnego zestawu firmy Isogen® (Isogen Bio-
science BV, Maarssen, Holandia), zgodnie z załą-
czoną przez producenta instrukcją.
W reakcji amplifikacji zastosowano następu-
jące startery:
DRa 5’-GGTTTTGGGTCTGACGAC-3’
(biotynylowany na końcu 5’)
DRb 5’-CCGAGAGGGGACGGAAAC-3’
Mieszanina reakcyjna o końcowej objętości
50 ml zawierała 2 ml DNA (~ 20 ng), po 20 pmol
obu starterów, 0,2 mM każdego dNTP, 10 mM
Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2,
0,1% Triton X-100 oraz 0,5 U polimerazy DNA
Taq (Eurx, Polska).
Warunki reakcji obejmowały: 3 min — 96°C/
/1 cykl; 1 min — 96°C, 1 min — 55°C, 30 sek. — 72°C/
/20 cykli; 5 min — 72°C.
Produkty PCR denaturowano (99°C, 10 min),
a następnie poddawano hybrydyzacji z zestawem
43 oligonukleotydów związanych kowalencyjnie
z membraną (60°C, 60 min). Sygnały hybrydyzacji
wykrywano w reakcji chemiluminescencji po
uprzedniej inkubacji membrany z koniugatem
streptawidyny-peroksydazy (42°C, 45 min), a na-
stępnie wizualizowano za pomocą autoradiografii.
Metoda IS6110-Mtb1/Mtb2 PCR
Badane szczepy analizowano także metodą
IS6110-Mtb1/Mtb2 PCR [11].
W dwóch reakcjach amplifikacji wykorzysta-
no następujące startery:
IS1 5’-CGGACTCACCGGGGCGGTTCA-3’
IS2 5’-CGGACATGCCGGGGCGGTTCA-3’
Mtb1 5’-CCGGCGGGGCCGGCGG-3’
Mtb2 5’-CGGCGGCAACGGCGGCA-3’,
przy czym udział starterów w obu rekcjach
zachodził według schematu: 1. IS1-IS2-Mtb1;
2. IS1-IS2-Mtb2.
Matrycą w PCR był DNA chromosomalny
szczepów M. tuberculosis poddany wcześniej tra-
wieniu endonukleazą restrykcyjną PvuII.
Mieszanina reakcyjna o końcowej objętości 50 ml
zawierała 3 ml DNA, po 25 pmol dla każdego z trzech
starterów, 0,2 mM każdego dNTP, 10 mM Tris-HCl
(pH 8,4), 1,65 mM MgCl2, 50 mM KCl, 0,1 % Triton
X-100 oraz 1 U Taq DNA polimerazy (Sigma, Niemcy).
Reakcję prowadzono w następujących warun-
kach: 5 min — 94°C/1 cykl; 1 min — 94°C, 1 min
— 68°C (Mtb1) lub 66°C (Mtb2), 1 min — 72°C/
/35 cykli; 10 min — 72°C.
Rycina 2. Zasada metody spoligotyping
Figure 2. Principles of spoligotyping method
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Produkty PCR rozdzielano w 2-procentowym
żelu agarozowym, w buforze TAE. Obecność i wiel-
kość fragmentów DNA wykrywano po wybarwie-
niu bromkiem etydyny, w świetle UV.
Analiza i archiwizacja wyników
Uzyskane metodą spoligotyping wzory hybrydy-
zacyjne (spoligotypy) dla poszczególnych szczepów
były niezależnie analizowane przez dwie osoby,
a następnie przedstawiane w postaci zapisu binar-
nego i oktagonalnego przy użyciu arkusza kalkula-
cyjnego MS-Excel. Uzyskane w ten sposób wzory po-
równywano ze wzorami zarejestrowanymi w między-
narodowej bazie danych SpolDB4 (www.pasteur-
guadeloupe.fr/tb/spoldb4). Dwa wzory spoligotyping
uznawano za przynależne jednej rodzinie moleku-
larnej tylko wtedy, gdy były one identyczne.
Analizę profilów genetycznych uzyskanych
metodą IS6110-Mtb1-Mtb2 PCR prowadzono przy
użyciu programu LabWorks 4.5. Wzory szczepów
uznawano za identyczne tylko przy jednakowym
układzie prążków.
Archiwizację danych prowadzono w systemie
MS-Excel oraz LabWorks 4.5.
Wyniki
Wśród 16 szczepów M. tuberculosis, analizowa-
nych metodą spoligotyping, zidentyfikowano 11 róż-
nych wzorów genetycznych (spoligotypów). Poje-
dyncze wzory prezentowało 9 szczepów (56,25%),
a pozostałych 7 zostało rozdzielonych (w stosunku
5:2) między 2 rodziny molekularne (clusters) wyod-
rębnione na podstawie identycznego spoligotypu
(ryc. 3). Otrzymane profile genetyczne, w postaci
zapisu binarnego i oktagonalnego, porównywano
w międzynarodowej bazie spoligotypów SpolDB4
i na tej podstawie kwalifikowano do określonych
grup (rodzin). W ten sposób 13 badanych szczepów
odnalazło w bazie SpolDB4 swój wzór genetyczny
i właściwe mu oznaczenie (ST, shared type). Dla
3 szczepów wzór genetyczny nie miał swego odpo-
wiednika w bazie danych. Szczepy, którym nadaje
się nowe oznaczenie, nazywane są sierocymi (or-
phans). Wyniki typowania metodą spoligotyping
zestawiono w tabeli 1 i 2.
Charakterystykę 2 rodzin molekularnych,
oznaczonych jako ST 53 i ST 1253 w metodzie
spoligotyping, przedstawiono w tabeli 3. Uwagę
zwraca fakt, że w obu zidentyfikowanych rodzi-
nach występuje różna liczba szczepów. Przynależ-
ność do rodziny ST 53 wykazano dla 6412 szcze-
pów na całym świecie, co stanowi istotny odsetek
wśród szczepów o zdefiniowanym spoligotypie,
natomiast rodzinę ST 1253 reprezentuje, jak dotąd,
jedynie 7 szczepów. W opisanej analizie stwierdzo-
no 2 nowe szczepy przynależne do tej rodziny.
Wśród 5 szczepów przypisanych metodą spoligo-
typing do rodziny ST 53, dla 2 szczepów wykaza-
no jednakowy wzór genetyczny w obu reakcjach
PCR (ryc. 4). Przynależność 2 szczepów do drugiej
rodziny (ST 1253), wykazana metodą spoligotyping,
została potwierdzona analizą IS6110-Mtb1-Mtb2
PCR. W obu reakcjach szczepy te posiadały jedna-
kowy profil molekularny (tab. 4).
Rycina 3. Wyniki typowania metodą spoligotyping 16 szczepów M. tuberculosis, izolowanych od pacjentów z gruźlicą płuc (ścieżki: 1–16),
oraz szczepów wzorcowych (M. tuberculosis H37Rv i M. bovis BCG)
Figure 3. Spoligotyping patterns of 16 M. tuberculosis strains isolated from patients with pulmonary tuberculosis analyzed in this study
(lanes: 1–16) and of reference strains (M. tuberculosis H37Rv and M. bovis BCG)
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Omówienie
Jeszcze do niedawna w dochodzeniach epide-
miologicznych gruźlicy korzystano wyłącznie
z analizy fenotypowej polegającej na porównywaniu
wzorów lekooporności lub typowaniu fagowym
[12]. Obie metody mają jednak istotne ogranicze-
nia. Prątki gruźlicy początkowo wrażliwe na leki
mogą w trakcie leczenia rozwinąć lekooporność.
Z kolei niewielka liczba opisanych rodzajów my-
kofagów stanowi czynnik limitujący w metodzie
typowania fagowego.
Przełomem w badaniach epidemiologicznych
gruźlicy było wprowadzenie nowoczesnych metod
typowania molekularnego opartych na polimorfi-
zmie wykrywanym w genomie prątków. Źródłem
Tabela 1. Wyniki genotypowania 16 szczepów M. tuberculosis, opornych na izoniazyd, metodą spoligotyping
Table 1. Genotyping results for 16 M. tuberculosis strains resistant to isoniazid by using spoligotyping
Nr szczepu Spoligotyp STa
Strain no. Spoligotype
Zapis binarny Zapis oktagonalny
Binary Octal
1        5         10        15        20        25        30        35        40  43
1 777777777760771 53
2 774777777420771 262
3 777777777760771 53
4 777777700000000 1410
5 676377737760771 1253
6 000017600003771 Nz/Nf
7 777777777760771 53
8 757777774020771 382
9 777777777760771 53
10 676377737760771 1253
11 777777777720771 50
12 777771374020771 Nz/Nf
13 777777776000371 1498
14 777777777760771 53
15 740777777760700 Nz/Nf
16 770000777760771 280
ST (shared type) — wzór dzielony przez szczepy M. tuberculosis zarejestrowany w międzynarodowej bazie SpolDB4 (www.pasteur-guadeloupe.fr/tb/spoldb4)
ST — shared type in the world spoligotype database SpolDB4 (www.pasteur-guadeloupe.fr/tb/spoldb4)
Nz — nie znaleziono
Nf — not found
Tabela 2. Rozkład 16 szczepów według ich profilów genetycznych otrzymanych metodą spoligotyping oraz
IS6110-Mtb1/2 PCR
Table 2. Cluster analysis of 16 strains by means of spoligotyping and IS6110-Mtb1/2 PCR
Metoda Szczepy o pojedynczych Szczepy o wzorach genetycznych Liczba zgrupowań
Technique wzorach genetycznych ujętych w zgrupowania No. of clusters
No. of single genotype strains No. of strains in clusters
Spoligotyping 9 7 2
IS6110-Mtb1 PCR 10 6 3
IS6110-Mtb2 PCR 12 4 2
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specyficznych markerów genetycznych prowadzi
do uzyskania charakterystycznego dla danego
szczepu wzoru genetycznego (fingerprint), który
porównuje się ze wzorami otrzymanymi dla innych
szczepów. Jednym z kluczowych elementów tej
analizy jest grupowanie (clustering) szczepów na
podstawie jednakowych wzorów genetycznych.
Szczepy prątków gruźlicy, których wzory typowa-
nia genetycznego są identyczne lub bardzo do sie-
bie podobne, mogą mieć wspólne źródło pochodze-
nia. Szczepy takie uznaje się jako aktywnie trans-
mitowane między ludźmi. Z kolei szczepy, których
wzory genetyczne są różne, wykazują odmienne
źródło transmisji. Gdy przedmiotem analizy są zaś
szczepy izolowane od tego samego pacjenta w róż-
nych okresach choroby, identyczne wyniki geno-
typowania stanowią dowód endogennej reaktywa-
cji pierwotnego szczepu, definiującej wznowę
gruźliczą, podczas gdy różne wzory genetyczne
szczepów przemawiają za zewnątrzpochodną in-
fekcją (reinfekcją) nowym szczepem, co może mieć
znaczenie dla skutecznego leczenia chorego [4, 5,
13]. Niezwykle ważny z klinicznego punktu widze-
nia jest też problem zakażeń wewnątrzszpitalnych,
których szybkie wykrywanie stało się możliwe
właśnie dzięki technikom typowania genetyczne-
go [13].
Wszystkie metody stosowane w molekularnej
epidemiologii gruźlicy powinny wykrywać możli-
wie najdokładniej różnice między szczepami, to
znaczy posiadać wysoki potencjał różnicujący,
zapewniać stabilność markerów genetycznych,
powtarzalność wyników, a także spełniać ważniej-
sze kryteria techniczne, takie jak: łatwość, szybkość
i niskie koszty wykonania. Dodatkową zaletą jest
Tabela 3. Charakterystyka zgrupowań (rodzin) ujawnionych metodą spoligotyping
Table 3. Characteristics of the two clusters (families) generated by using spoligotyping
Rodzinaa ST n (%)b Występowaniec
Familya Geographic distributionc
Obecna analiza SpolDB4
Present study
T1 53 5 (71,4) 6412 (17,8) Kosmopolit.
Ubiquitous
S 1253 2 (28,6) 7 ARG(1), DEU(1), FXX(1),
RUS(2), TUR(2)
aWedług międzynarodowej bazy SpolDB4 (www.pasteur-guadeloupe.fr/tb/spoldb4)
aAccording to SpolDB4 database (www.pasteur-guadeloupe.fr/tb/spoldb4)
bLiczba i odsetek szczepów spośród wszystkich ujętych w zgrupowania
bNo. and percentage of isolates among those in clusters
cWedług SpolDB4; ARG — Argentyna; DEU — Niemcy; FXX — Francja — Metropolia; RUS — Rosja; TUR — Turcja; w nawiasach podano liczbę szczepów
cAccording to SpolDB4; ARG — Argentina; DEU — Germany; FXX — France-Metropolitan; RUS — Russia; TUR — Turkey; a total number of isolates for each country is given in brackets
Rycina 4. Wyniki genotypowania szczepów M. tuberculosis me-
todą IS6110-Mtb1 PCR. MW — marker wielkości fragmentów
DNA; 1, 3, 7, 9, 14 — numery porządkowe szczepów
Figure 4. Results of M. tuberculosis genotyping by using IS6110-
-Mtb1 PCR. MW —  molecular size standard DNA; 1,3, 7, 9, 14 —
numbers of the strains
polimorfizmu są w znacznej mierze powtórzone
sekwencje DNA, których liczba i zmienność gene-
tyczna pozwalają zastosować je jako markery epi-
demiologiczne. Do najczęściej stosowanych należą:
sekwencja insercyjna IS6110, polimorficzna se-
kwencja powtórzona bogata w pary GC (PGRS, po-
lymorphic GC-rich repetitive sequence) lub zmien-
na liczba powtórzeń tandemowych (VNTR, varia-
ble number of tandem repeats) [5]. Każda z metod
wykorzystujących właściwości jednego lub kilku
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możliwość zastosowania metody bezpośrednio do
badania materiału klinicznego, bez konieczności
pozyskiwania hodowli bakteryjnej.
Chociaż brak metody spełniającej wszystkie
powyższe kryteria, techniki stosowane obecnie,
wciąż optymalizowane, w znaczący sposób przy-
czyniają się do wykrywania i śledzenia transmisji
gruźlicy wśród ludzi.
W epidemiologicznych badaniach gruźlicy
metodą molekularną najczęściej stosowaną, uzna-
waną jako „złoty standard”, pozostaje IS6110 RFLP.
Metoda ta, o wystandaryzowanej procedurze, od-
znacza się wysoką zdolnością różnicowania oraz
dużą stabilnością wzorów genetycznych. Posiada
jednak pewne ograniczenia. Wymaga dużej (ok.
2 mg) ilości DNA do analizy, a więc konieczna jest
hodowla bakteryjna. Ponadto jest technicznie
skomplikowana, droga i wymaga nowoczesnego
oprogramowania komputerowego dla opracowywa-
nia i porównywania wyników. Poza tym niektóre
szczepy M. tuberculosis complex, wykazując brak
lub niewielką liczbę kopii sekwencji IS6110, wy-
magają różnicowania na podstawie metod alterna-
tywnych. Prezentowana w niniejszej pracy meto-
da spoligotyping nie posiada tych ograniczeń.
Metoda ta, wykorzystująca PCR do amplifika-
cji polimorficznego regionu DR w genomie prątków
należących do M. tuberculosis complex, ma szcze-
gólne zalety. Jest szybka, łatwa w wykonaniu
i wydajna (jedno badanie obejmuje ok. 40 szcze-
pów). Cechuje ją wysoka powtarzalność wyników,
głównie dzięki stabilności regionu DR [14]. Spoli-
gotyping jako metoda oparta na PCR wymaga bar-
dzo niewielkich ilości DNA. Jej czułość szacuje się
na 10 fg DNA chromosomalnego M. tuberculosis,
co odpowiada ilości DNA izolowanego z 2–3 ko-
mórek prątków [15]. Dzięki temu metoda spoligo-
typing może być stosowana do wykrywania i iden-
tyfikacji M. tuberculosis complex bezpośrednio
w materiale klinicznym, z pominięciem etapu ho-
dowli. Wyniki takie uzyskuje się w przeciągu 1–2 dni.
Jak wykazano, metoda może być również stosowa-
na w identyfikacji szczepów M. tuberculosis pocho-
dzących z pozytywnych szkiełek mikroskopowych
czy też wycinków tkanek zatopionych w parafinie [7].
Zaletą metody spoligotyping jest łatwość zapisu
wyników typowania (w formacie binarnym
i oktagonalnym), ich katalogowania oraz porówny-
wania w centralnych bazach danych [16]. Naj-
większą tworzy SpolDB4, powołana wysiłkiem kil-
kunastu międzynarodowych zespołów badaw-
czych, obejmująca 39 295 spoligotypów, z których
35 925 rozdzielonych jest między 1939 różnych
rodzin (clusters), a 3370 prezentuje wzory unikal-
ne, sieroce (orphan) [17].
Mimo wielu zalet, potencjał różnicowania
szczepów M. tuberculosis complex w metodzie spo-
ligotyping jest mniejszy niż w analizie IS6110 RFLP.
Oznacza to, że szczepy prezentujące jednakowe
spoligotypy mogą wykazywać dalece różne wzory
restrykcyjne w analizie IS6110 RFLP [18, 19]. Jed-
nak w przypadku, gdy profile restrykcyjne szczepów
przedstawiają £ 5 prążków, wyniki typowania me-
todą spoligotyping są bardziej wiarygodne [7].
Metoda spoligotyping sprawdza się we wstęp-
nej identyfikacji, pozwalając przypisać dany
szczep do określonego gatunku lub podgatunku. Na
przykład, większość szczepów M. bovis nie wyka-
Tabela 4. Wyniki genotypowania metodą IS6110-Mtb1-Mtb2 PCR dla 7 szczepów należących do 2 rodzin molekularnych
wykazanych metodą spoligotyping
Table 4. IS6110-Mtb1-Mtb2 PCR genotyping results for 7 strains, clustered by using spoligotyping
Nr szczepu ST Wzór IS6110-Mtb1-Mtb2 PCR
Strain no. IS6110-Mtb1-Mtb2 PCR pattern
Mtb1-IS1-IS2 Mtb2-IS1-IS2
1 + –
3 + +
7 53 + –
9 – –
14 + +
5
1253
+ +
10 + +
+/– — Jednakowe/różne wzory genetyczne
+/– — Same/different genetic patterns
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zuje obecności sekwencji rozdzielających 39–43.
Większość szczepów M. bovis i żaden szczep
M. bovis BCG nie posiadają także sekwencji roz-
dzielających 3, 9 i 16. Metodą spoligotyping wykry-
wa się szczepy M. tuberculosis o ważnym znacze-
niu epidemiologicznym, z rodziny W-Beijing [20].
Ogólnie postuluje się włączenie metody spo-
ligotyping do rutynowego typowania szczepów
M. tuberculosis complex w początkowym etapie
dochodzeń epidemiologicznych [18, 20]. Spoligo-
typing odgrywa ważną rolę w badaniu dynamiki
transmisji gruźlicy jako metoda przesiewowa. Dal-
sza analiza powinna być uzupełniona innymi
technikami, jak na przykład IS6110 RFLP, IS6110-
-Mtb1-Mtb2 PCR.
W przedstawionej pracy starano się ocenić
przydatność metody spoligotyping w epidemiolo-
gicznych dochodzeniach gruźlicy lekoopornej na
wybranej próbie 16 szczepów M. tuberculosis, opor-
nych na izoniazyd, izolowanych od chorych
z województwa mazowieckiego. Na podstawie uzy-
skanych wyników zidentyfikowano szczepy nale-
żące do 2 rodzin molekularnych. Wyniki otrzyma-
ne metodą spoligotyping porównano z wynikami
uzyskanymi na podstawie analizy IS6110-Mtb1-
-Mtb2 PCR. W każdej z tych 2 rodzin, 2 szczepy
miały jednakowy profil genetyczny w obu reak-
cjach typowania (Mtb1/Mtb2). Szczepy te uznano
jako aktywnie transmitowane wśród ludzi. Wśród
spoligotypów uzyskanych dla wszystkich bada-
nych szczepów, 8 posiadało zdefiniowany w ba-
zie wzór, a 3 pozostałe prezentowały wzory poje-
dyncze, nienotowane w rejestrze SpolDB4.
Wnioski
1. Potwierdzono przydatność metody spoligoty-
ping jako metody przesiewowej w dochodze-
niach epidemiologicznych gruźlicy.
2. Ze względu na ograniczoną zdolność różnicowa-
nia, szczepy o tym samym spoligotypie powin-
ny być poddane dodatkowej analizie genetycz-
nej, na przykład metodą IS6110-Mtb1-Mtb2 PCR.
3. Spośród 16 analizowanych szczepów, w 2 przy-
padkach (po 2 szczepy) stwierdzono takie
same wzory genetyczne, co sugeruje wspólne
źródło zakażenia chorych, od których szcze-
py te izolowano.
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